Universidade do Estado do Rio de Janeiro

%
\¥
&

F %
% ubRs & Centro Biomedico
Fa =
2 & . . .
ofsrﬂllllm ® Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes

Leonardo de Souza Mendonca

Alteracdes estruturais cardiaca e aortica na menopausa

cirurgica associada a hipertensao renovascular em ratos

Rio de Janeiro
2007



Leonardo de Souza Mendonca

Alterac@es estruturais cardiaca e aértica na menopausa cirargica

associada a hipertensao renovascular em ratos

Dissertacao apresentada, como
requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre, ao Programa de Pos-
graduacdo em Biologia Humana e
Experimental, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda

Rio de Janeiro
2007



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

M539 Mendonca, Leonardo de Souza.

Alteracdes estruturais cardiaca e adrtica na menopausa cirargica
associada a hipertenséo renovascular em ratos / Leonardo de Souza
Mendonca. — 2007.

121f.

Orientador: Carlos Alberto Mandarim de Lacerda.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. Pds-graduagéo
em Biologia Humana e Experimental.

1. Menopausa — Teses. 2. Hipertensdo renovascular — Teses. 3.
Remodelacao ventricular— Teses. 4. Aorta - Teses. 5. Ratos — Teses. .

Lacerda, Carlos Alberto Mandarim de. Il. Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes. lIl.
Titulo.

CDU 616.12-008.331.1

Autorizo apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial desta
dissertacdo desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Leonardo de Souza Mendonca

Alteracdes estruturais cardiaca e adrtica na menopausa cirdargica

associada a hipertensao renovascular em ratos

Dissertacao apresentada, como
requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre, ao Programa de P0s-
graduagcdo em Biologia Humana e
Experimental, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 16 de fevereiro de 2007.

Banca Examinadora;:

Prof. Dr. Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof. Dr. Antonio Felipe Sanjuliani
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof. Dr. Antonio Claudio Lucas de Nébrega
Universidade Federal Fluminense - UFF

Rio de Janeiro
2007



DEDICATORIA

Aos meus pais, Carlos e Gléria, e a toda minha familia.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, especialmente aos meus pais por todo o carinho,
investimento e incentivo. Obrigado por me passar 0S ensinamentos mais

importantes da vida. Sem vocés, nada disso seria possivel.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Carlos Alberto Mandarim-de-Lacerda.
Agradeco por ter acreditado em mim, me apoiado, me orientado durante a
faculdade na iniciacdo cientifica e no mestrado. Obrigado por ser um dos
responsaveis pela minha formacdo profissional, me mostrando como ser

profissional e ético.

A Prof2 Dra. Marcia Barbosa Aguila pelo carinho e orientagdo. Obrigado

por me “adotar” como um de seus orientandos.

A Prof2 Dra. Andréa Monte Alto Costa pela ajuda e dicas na

imunohistoquimica.

A Isa, pelo companheirismo e paciéncia. Obrigado por me acalmar nos

momentos mais dificeis da realizacéo deste trabalho.

A minhas amigas, Alessandra Pinheiro, Caroline Fernandes dos Santos e
Mariana Catta-Preta que me ajudaram em todas as fases. Obrigado pelo
companheirismo, disponibilidade e apoio em todos os momentos da construcao

deste trabalho. Muito obrigado para trés grandes amigas.

Aos meus amigos “Leks” pelos momentos de diversao, descontragao e
de conversas sérias. Charles Vargas, Daniel Zamith, Fabio Damasceno, Jodo
Moraes, Marcelo , Pedro Antonio e Pedro Barcellos, obrigado pela amizade de

VOCES.

Aos técnicos do laboratorio Thatiany Marinho e William Lannes, que
foram mais do que técnicos. Obrigado pela dedicacdo que tiveram por este

trabalho.

A todos do Laboratério de Morfologia e Morfometria Cardiovascular, que

nao sao apenas colegas de trabalho, mas uma grande familia.



A coisa mais indispensavel a um homem é reconhecer o uso que deve

fazer do seu proprio conhecimento.

Platao



RESUMO

MENDONCA, Leonardo de Souza. Alteragfes estruturais cardiaca e adrticana
menopausa cirlrgica associada a hipertenséo renovascular em ratos . 2007.
121f. Dissertagcédo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2007.

A menopausa e a hipertensdo podem alterar o remodelamento
cardiovascular, porém pouco se sabe sobre sua associa¢do no remodelamento
ventricular esquerdo e na aorta. As ratas foram separadas em quatro grupos
com seis animais cada: grupo Sham, OVX (ratas ooforectomizadas), 2K1C
(ratas com dois rins, um clipe), e grupo 2K1C+OVX com periodo experimental
de 11 semanas. O ventriculo esquerdo (VE) e a aorta toracica foram removidos
e analisados (microscopia de luz, imuno-histoquimica e estereologia). A
citologia vaginal mostrou que os animais dos grupos Sham e 2K1C ciclaram
normalmente, entretanto, os animais dos grupos OVX e OVK+2K1C
permaneceram na fase do diestro ou proestro. Comparado ao grupo Sham, a
pressao arterial aumentou 12% no grupo OVX e 35% maior nos grupos 2K1C e
OVX+2K1C. A relagdo massa do VE/comprimento da tibia e a area seccional
média de cardiomiécitos aumentaram em todos 0s grupos com excecédo do
grupo Sham. A vascularizagéo intramiocardica foi reduzida cerca de 30% em
relacdo ao grupo Sham, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos
OVX, 2K1C e OVX+2K1C. O tecido conjuntivo cardiaco teve um aumento
superior a 45% nos grupos 2K1C e OVX+2K1C comparados ao grupo Sham,
sem diferenca entre o os animais do grupo Sham e OVX. O nimero de ndcleos
de cardiomiocitos do VE foi gradualmente menor nos grupos OVX, 2K1C e
OVX+2K1C, sem diferenca entre os dois ultimos grupos. Imuno-histoquimica
positiva para receptor AT1 da Ang Il nas células musculares lisas da tunica
média da aorta foi observado em todos os grupos. Estes resultados indicam
gue a ooforectomia e a hipertenséo renovascular agem aumentando a pressao
arterial independentemente, com consequente remodelamento cardiaco
adverso, com estimulo maior da hipertensdo renovascular que da menopausa
induzida cirurgicamente.

Palavras-chave: Menopausa. Hipertensao Renovascular. Ratos.
Remodelamento cardiaco. Aorta.



ABSTRACT

Menopause and hypertension independently may alter cardiovascular
remodeling, but little is known about their association on left ventricular and
aortic wall remodeling. Rats were separated into four groups of six animals
each: Sham group, OVX group (ovariectomized rats), 2K1C (two kidneys one
clip rats), and OVX+2K1C group, and leaved for 11 weeks. Left ventricle (LV)
and thoracic aorta were removed and analyzed (light microscopy,
immunohistochemistry and stereology). Vaginal cytology showed Sham and
2K1C rats cycling normally, whereas OVX and OVX+2K1C rats were
persistently in diestrus or proestrus. Blood pressure compared to the Sham
group increased 12% in the OVX group, 35% higher in both the 2K1C and
OVX+2K1C groups. The LV mass/tibia length ratio and the cross-sectional area
of cardiomyocytes increased in all groups except the Sham group. The
intramyocardial vascularization was reduced around 30% in relation to the
Sham group, with no difference among OVX, 2K1C and OVX+2K1C groups.
The cardiac interstitium increased more than 45% in groups 2K1C and
OVX+2K1C comparing to the Sham group, but no significant difference was
seen between the Sham and the OVX groups. The number of LV cardiomyocyte
nuclei was gradually smaller in the OVX group followed by the 2K1C group and
the OVX+2K1C group, with no difference between the 2K1C and the
OVX+2K1C groups. Positive immunostaining for angiotensin Il AT1 receptor
was observed in smooth muscle cell layer of the aortic tunica media in all
groups. Present findings demonstrated that ovariectomy and renovascular
hypertension act independently enhancing BP in rats, the stimulus to elevated
BP being stronger, as well as the consequences to the adverse cardiac
remodeling, in renovascular hypertension than in surgically-induced
menopause.

Keywords: Menopause. Renovascular hypertension. Rats. Cardiac remodeling.
Aorta.
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INTRODUCAO

Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento nas mulheres, apos a
menopausa, de alteracdes associadas as doencas cardiovasculares e renais
necessitam de mais investigacdes, a fim de fornecer estratégias preventivas e
terapéuticas adequadas (1). O principal problema é a associacdo da menopausa
com a pressdao arterial (PA) elevada. As mulheres na pré-menopausa, tém PA mais
baixa que os homens, porém a prevaléncia da hipertensdo é mais elevada nas
mulheres mais velhas (2).

Ha diferenca nos componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) quando
tratamos dos géneros, e esta diferenca pode ter um papel central no controle da
pressao arterial. Por exemplo, a atividade da renina plasmatica € mais elevada nos
homens do que nas mulheres, e é mais alta nas mulheres pos-menopausa que em
mulheres jovens (3).

Possivelmente, mudancas na relacdo estrogénio/androgénio ativa o SRA,
aumenta os niveis de endotelina e estresse oxidativo em mulheres pds-menopausa
(4, 5).

Em todos os casos, a menopausa artificial (induzida cirurgicamente), acarreta
efeitos mais pronunciados no sistema cardiovascular comparado a mulheres com
menopausa natural (6, 7).

E importante considerar que a hipertensdo é um dos mais importantes fator
de risco para doencas cardiovasculares (8) e representa um problema de saude
publica (9). A hipertenséao causa crescimento do midcito e da parte ndo composta de
midcitos no coracdo levando a um remodelamento adverso dos vasos coronarios e
da matriz aumentando o risco de eventos cardiovasculares (10). Por exemplo, na
hipertensédo renovascular experimental (dois rins, um clipe, 2R1C em ratos), ocorre
rapidamente hipertrofia ventricular esquerda e remodelamento cardiaco marcado por
perda substancial de cardiomiocitos (11). Nesse contexto, € importatnte avaliar a
associacdo da menopausa com a hipertenséo renovascular para avaliar se as lesdes

em orgaos alvos sdo agravadas.
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1 OBJETIVOS

Estudar duas condi¢cdes adversas, menopausa e hipertensdo renovascular,
independente ou em associacdo, para avaliar o remodelamento cardiovascular,
analisando qualitativamente e quantitativamente a remodelagem miocérdica e
aortica em ratos com hipertensdo renovascular (modelo Goldblatt Il, dois rins, um

clip) e/ou com menopausa induzida cirurgicamente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hipertensdao arterial e remodelamento cardiaco

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) é o maior fator de risco de doencas
cardiovasculares, acomete aproximadamente 50 milhdes de individuos nos Estados
Unidos e aproximadamente um bilhdo de pessoas pelo mundo inteiro (12). A HAS é
diagnosticada em 50% dos individuos acima de 55 anos de idade nos paises
industrializados (13).

As consequéncias das HAS séo as principais causas de morte no mundo,

tendo a causa identificavel em apenas 5% dos casos (14).

A pressao arterial (PA) elevada pode provocar ruptura dos vasos sanguineos
cerebrais, dos vasos renais ou dos vasos de outros Orgaos vitais, acidentes
vasculares cerebrais, insuficiéncia renal, cegueira, atagues cardiacos. Por outro
lado, também pode representar carga excessiva para 0 coragdo, levando a sua
insuficiéncia. Por essas razdes, um dos mais importantes problemas da

fisiopatologia humana € determinar as causas da HAS e seu tratamento eficaz (15).

Estudos clinicos e experimentais demonstram que a HAS provoca alteracdes
adversas na estrutura cardiaca como, dilatacdo do atrio esquerdo, hipertrofia do
ventriculo esquerdo, fibrose miocardica e alteragcdes funcionais do ventriculo

esquerdo induzidas por fatores hemodinamicos e ndo hemodinamicos (16).

Apesar da hipertrofia primariamente envolver os cardiomiécitos, a matriz
extracelular (MEC) também se altera (17-19). Fibras colagenas sédo excessivamente
depositadas pelos fibroblastos, havendo predominio do tipo | sobre o tipo 11l (20-25).
Esse processo tem inicio na regido perivascular e progressivamente se difunde para
o tecido adjacente. Adicionalmente pode ocorrer fibrose reparativa, devido a perda

de cardiomidécitos por apoptose ou necrose (14).

A HAS também afeta a morfologia e propriedades mecanicas das artérias (26-

28). O espessamento e enrijecimento da tunica média sao caracteristicas marcantes
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(29-31). O enrijecimento da parede arterial ocorre através do acumulo de colageno,

fibronectina e outros componentes da MEC (32).

2.2 Hipertenséo renovascular

Podemos classificar a HAS como primaria, quando nao sabemos exatamente
a causa determinante; e secundaria, quando conhecemos a causa que a
determinou; entretanto, por volta de 95% de todos os hipertensos, a causa
permanece desconhecida (33).

A hipertensdo renovascular € considerada a segunda causa de hipertensao
secundaria precedida pelas doencas renais. Sua prevaléncia € estimada em 2% da

populacédo de hipertensos (34).

A causa mais comum de estenose da artéria renal, provocada por doenca
intrinseca da artéria €, de acordo com a literatura, a doenca ateromatosa,

respondendo por cerca de 90% dos caso, seguida pela displasia fiboromuscular (35).

Além da hipertenséo arterial, a doenca renovascular vem sendo demonstrada
também como uma causa comum de insuficiéncia renal, chamada de nefropatia
isquémica, sendo inclusive diagnosticada em pacientes em fase dialitica,

principalmente em pacientes aterosclrerdticos mais idosos (35, 36).

Estudos recentes (36) em pacientes com doenca coronariana aterosclerética
apontam também a presenca de estenose da artéria renal como um fator

independente fortemente preditor de mortalidade, sendo a sobrevida de 4 anos.

Em 1934, pesquisadores mostraram uma elevag¢do substancial da presséo
arterial de cées, cujo suprimento de sangue dos rins foi reduzido por meio de clipes
de prata colocados na artéria renal (37). Desde entdo, muitos modelos
experimentais de hipertenséo, baseados na reducédo do fluxo sanguineo renal, tém
sido desenvolvidos em varias espécies animais, recebendo o nome genérico de

hipertensédo de Goldblatt.
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Os ratos parecem desenvolver hipertenséo renovascular mais facilmente que
cdes. Na hipertensdo produzida pela constricdo de uma artéria renal, com 0 rim
contralateral integro (hipertensdo de Goldblatt tipo 2 rins, 1 clipe: 2R1C), os niveis

plasmaticos de renina e aldosterona estdo aumentados (38).

A reversdo da hipertensédo de Goldblatt 2R1C pode ser obtida pela remocéao
da constricdo arterial ou pela retirada do rim com clipe (39). Quando o clipe, ou 0
rim, € removido em ratos com hipertensao cronica, geralmete a pressao arterial ndo
se reduz (pelo menos até os niveis de normalidade). Entretanto, a remocdo da
constricdo e do rim contralateral no animal 2R1C normaliza a pressao arterial,
indicando que o rim contralateral deve ser o responsavel pela manutencdo da

hipertenséo (40).

2.3 Estrogénio e menopausa

A doenca cardiovascular (DCV) € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em mulheres mais idosas. A menopausa e o envelhecimento aumentam
acentuadamente o risco para aterosclerose e doenca coronariana, dois dos maiores
fatores de risco para DCV (41). A incidéncia de DCV é quatro vezes maior em
mulheres na pds-menopausa em comparacdo com mulheres da mesma idade que

estdo na pré-menopausa (42).

Os mecanismos responsaveis pelo aumento da presséao arterial em mulheres
pos menopausa sao complexos e multifatoriais (43). A prevaléncia de hipertensao
em mulheres em idade fértil € menor comparada com homens da mesma idade (44,
45), porém, apds a menopausa, a incidéncia de hipertensdo em mulheres dobra e
fica semelhante aos homens, sugerindo que a perda ou diminuicdo dos hormdnios

ap6s a menopausa é fator de risco para hipertenséo e DCV (46).

As mulheres apresentam alteracdes significativas na funcdo enddcrina
durante o envelhecimento (47). Na definicAo de menopausa, podemos dizer que é a

parada de funcionamento dos ovarios, ou seja, 0s ovarios deixam de produzir os
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horménios estrégeno e progesterona além de eliminar évulos; consequentemente, a
mulher deixa de ter o ciclo menstrual. Para se caracterizar a menopausa
propriamente dita, a mulher ndo deve menstruar por no minimo um ano (a chamada
amenorréia) e apresentar baixos niveis de estradiol sérico (estrogénio) e elevados
niveis de horménio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH) séricos
(48).

A menopausa ndo pode ser considerada uma doenca, € apenas um estagio
normal na vida de uma mulher. N&o existe idade predeterminada para a menopausa,
mas geralmente ela ocorre entre os 45 e 55 anos. Em alguns casos a menopausa
pode ser mais prematura, ocorrendo a partir dos 40 anos, sem que isto seja um

problema (48).

Em muitas mulheres a menopausa pode ser anunciada, alguns anos antes,
por irregularidades menstruais, menstruacbes mais escassas, hemorragias,
menstruacdes mais frequentes. Pode-se chamar esse periodo de perimenopausa
(transicdo da menopausa), a fase que antecede a parada total das menstruacdes
(amenorréia), mas ela ndo é obrigatéria em todas as mulheres. Normalmente a
perimenopausa corresponde aos quatro anos antes da instalacdo da menopausa

propriamente dita (49).

As sintomatologias climatéricas podem aparecer antes das desordens do ciclo
e provocar desconforto para a mulher, como ondas de calor (acometem 75% a 80%
das mulheres), crises noturnas de sudorese, palpitacdes, cefaléias e vertigens.
Sintomas psicoldgicos também podem acontecer com frequéncia e incluem
depressao, irritabilidade, fadiga e perda da libido. Na genitalia feminina, a falta do
estrogénio também pode causar secura vaginal, 0 que acaba por comprometer o

desempenho e até o desejo sexual, pois torna as relacfes sexuais dolorosas (50).

A perda 6ssea também pode preceder a menopausa (50). O estrogénio inibe
a funcdo dos osteoclastos e, tanto os osteoblastos quanto os osteoclastos
expressam receptores para o estrogénio. A deficiéncia do estrogénio aumenta a
producédo de IL-6, IL-1 e TNF-a nos osteoblastos e em outras células 6sseas (51). A

deficiéncia do estrogénio € conhecida por acelerar a perda 6ssea e aumentar a

suscetibilidade a fraturas (52).
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Em estudos retrospectivos, a mortalidade cardiovascular em mulheres no
periodo pés menopausa, que receberam terapia de reposicdo hormonal com
estrogénio, sozinho ou em combinacdo com progesterona, diminuiu em comparacéao
com mulheres néo tratadas (53), sugerindo que o horménio 17B-estradiol tem um

papel importante na prevencao da doenca cardiovascular (54).

7

O estrogénio € um fator protetor cardiovascular na pré-menopausa, que
envolve efeitos diretos sobre o0s vasos sanguineos através de agentes
vasoconstrictores como a angiotensina Il (Angll) e vasodilatadores como o 6xido
nitrico (ON), assim como o favorecimento da reducdo do colesterol e de
lipoproteinas (2, 55). O estrogénio diminui substancialmente o LDL colesterol e
aumenta o HDL colesterol, particularmente o HDL, (56). O androgénio tem efeito
deletério, por diminuir o HDL colesterol, particularmente o HDL, e aumentar o LDL
colesterol (57).

Além do mais, o estrogénio inibe a circulacdo de renina e da enzima
conversora da angiotensina (ECA), diminuindo a circulagcdo dos niveis de Angll e
dos receptores AT1 no cortex da adrenal, hipotalamo e células musculares lisas (58,
59). A atividade da renina plasmatica esta aumentada em mulheres apos a
menopausa (60, 61). Ratas ap0s a menopausa também apresentam a atividade da

renina plasmatica aumentada comparada com ratas jovens (43).

A Angll induz o processo de remodelamento vascular associado com a HAS.
Portanto, o efeito inibitorio do estradiol sobre o SRA pode ocasionar a diminuicdo do

crescimento de componentes vasculares (62).

O estradiol induz o aumento nas concentracbes de célcio livre nas células
endoteliais, o que poderia contribuir para a elevacdo do ON endotelial (Mendelsohn
1999, Stefano 200). O estradiol € um potente vasodilatador que favorece a
diminuicdo da resisténcia vascular, o aumento da producédo de ON e o aumento da
sintese de outros vasodilatadores endogenos, além de diminuir a sintese de
vasoconstrictores e a ativacdo dos canais de potassio que também contribuem para

a vasodilatacao (2).

A HAS esta intimamente associada com o remodelamento cardiaco que leva
a hipertrofia de cardiomiocitos e fibrose intersticial. O estradiol e a progesterona, por

sua vez, inibe a proliferacdo da matriz extracelular e de miofibroblastos, indicando
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gue os hormdnios sexuais femininos atenuam as mudancgas estruturais no coragao
associados normalmente com a HAS (63). Além do mais, o estradiol pode induzir a
inibicdo da producdo de TNFa e prevenir a morte programada (apoptose) dos

cardiomiocitos (64-66).

2.4 Ciclo Estral em Ratas

O ciclo estral em ratas tem a duracdo de quatro a cinco dias e € caracterizado
por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, as quais podem ser
determinadas pelos tipos celulares observados no esfregago vaginal (67). A
ovulacao se inicia no proestro e termina no estro (68). Em raz&o da curta duracao de
seu ciclo estral, as ratas constituem um bom modelo para estudar as alteracdes que

ocorrem durante o ciclo estral (69).

Durante o ciclo estral, a prolactina, LH e o FSH permanecem em niveis baixos
e voltam a aumentar na fase do proestro. Os niveis séricos de estradiol aumentam
no metaestro e ocorrem picos durante o proestro, retornando ao estado basal na
fase do estro. A secrecdo de progesterona, também aumenta durante o metaestro e

diestro, diminuindo no final da fase proestro (69, 70).

Os tipos celulares encontrados na mucosa vaginal sdo diferenciados em cada
fase do ciclo. No proestro encontra-se predominancia de células epiteliais
nucleadas; no estro as células sdo cornificadas anucleadas. No metaestro, ocorre
proporcado de leucdcitos, células cornificadas e células epiteliais nucleadas; e no

diestro ocorre uma predominancia de leucécitos (67, 71).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e procedimentos

Os protocolos de manuseio e experimentacdo animal foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (Protocolo CEA/95/2005).

Foram estudados vinte e quatro ratas Wistar, com 8 semanas de idade até a
19° semana de vida, obtidas de col6nia mantida no Laboratério de Morfologia e
Morfometria Cardiovascular da Universidade do Estado do Rio de Janeiro

(http://www.Immc.uerj.br).

Os animais foram mantidos em caixas individuais no biotério do LMMC com
temperatura e umidade controladas (21+1°C, 60+10%, respectivamente),
submetidos a ciclo de 12h claro/escuro (luzes artificiais, 6:00h-18:00h) e exaustao de
ar (15min/h). Os ratos foram alimentados com racdo balanceada propria para ratos
(Nuvital, Nuvilab, PR, Brasil) e agua ad libitum.

A presséo arterial (PA) e massa corporal foram verificadas semanalmente. A
PA foi aferida usando método néo invasivo de pletismografia da artéria da cauda (tail
cuff) em animais conscientes (Letica LE 5100, Panlab, Barcelona, Espanha).

Os animais foram separados em quatro grupos com seis animais cada
conforme o protocolo a seguir:

o Grupo_Sham (Sham): animais passaram pelos procedimentos das

cirurgias, mas nao tiveram os ovarios retirados nem a artéria renal clipada;

. Grupo com menopausa-cirirgica  (OVX): animais sofreram

ooforectomia (retirada dos ovarios);

. Grupo com hipertensdo renovascular (2K1C): animais tiveram a artéria

renal esquerda clipada (estenose);

° Grupo com menopausa-cirirgica e hipertensdo renovascular

(OVX+2K1C): animais sofreram ooforectomia e estenose da artéria renal.


http://www.lmmc.uerj.br/
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3.2 Procedimentos Cirargicos

3.2.1 Ooforectomia

Com oito semanas de idade, as ratas dos grupos OVX e OVX+2K1C foram
anestesiadas (xilazina 5mg/kg + ketamina 50mg/kg intraperitoneal) apdés os
procedimentos de assepsia. O procedimento cirirgico foi realizado através de uma
pequena incisdo ao longo da linha média do abdome e os ovéarios foram
bilateralmente clampeados e removidos. Os cornos uterinos foram ligados e o Utero
foi deixado intacto. Depois disso, a parede abdominal foi suturada. Nos grupos
Sham e 2K1C, os animais sofreram 0s mesmos procedimentos que os animais dos
grupos OVX e OVX+2K1C, ou seja, foram anestesiados e a parede abdominal foi
aberta, os ovarios foram exteriorizados para criar um estresse similar, porém nao
foram removidos.

No periodo poés-operatério, as ratas foram mantidas em boas condi¢cdes de
saude. Em todos os animais, a massa uterina e a citologia vaginal foram estudadas

para avaliar a eficiéncia da ooforectomia.

3.2.2 Hipertensdo renovascular

Com 11 semanas de idade, os animais foram novamente anestesiados
(xilazina 5mg/kg + ketamina 50mg/kg intraperitoneal) e o abdome foi aberto atraves
de uma incisdo na linha média. A artéria renal esquerda foi exposta e dissecada
cuidadosamente. Nos grupos 2K1C e OVX+2K1C, foi colocado um clipe de prata
(0,20mm de diametro interno) em volta da artéria renal esquerda, resultando numa
oclusdo parcial da perfusdo renal. O rim direito ndo foi tocado. Os animais dos
grupos Sham e OVX tiveram a artéria renal esquerda dissecada, porém o clipe de

prata nao foi colocado.
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3.3 Eutanasia

Ao final da 112 semana de experimento (19 semanas de idade), os animais
foram mantidos em gaiola metabdlica por 24 horas com agua e racao ad libitum para
a coleta de urina de 24h. Na manhd seguinte, os animais foram anestesiados
profundamente com pentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneal) e imobilizados em
mesa cirurgica. O térax foi aberto através de incisdo mediana ventral. O sangue foi
coletado através de puncédo do atrio direito. O sistema vascular foi perfundido com
bomba dosadora peristaltica (Mod BP-601, Milan) a uma pressdo constante
(90mmHg) através do ventriculo esquerdo, primeiramente com solucdo salina 0,9%
e posteriormente fixado in situ com formalina de Millonig (4% w/v em 0,1M tampéao
fosfato, pH 7,2) até rigidez completa do corpo do animal (72). O coracdo e o
segmento da aorta toracica ao nivel do primeiro ramo intercostal foram dissecados e
retirados.

O coracado foi dissecado (os atrios foram separados dos ventriculos, e 0
ventriculo esquerdo do ventriculo direito). O volume do ventriculo esquerdo
(incluindo o septo interventricular) foi mensurado pelo método de Scherle (73). Este
método consiste de medir o deslocamento do liquido devido ao volume do 6rgao
submerso e suspenso por um fio em solucdo salina fisiolégica num recipiente
apoiado sobre a balanca de precisdo, sem tocar as paredes do recipiente. Atraves
deste procedimento, obtém-se volume por meio de pesagem, posto que volume =
peso/gravidade, como a gravidade especifica (g) da solucéo fisiologica salina é
1,0048, entédo, volume (cm?) = peso () (74).

A tibia esquerda também foi dissecada e retirada, e seu comprimento foi
aferido com paquimetro, utilizando como referéncia o condilo e o apice do maléolo

medial (75). Essa medida foi utilizada para corrigir a massa do ventriculo esquerdo.
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3.4 Procedimentos com o material coletado

Fragmentos da aorta toracica e do ventriculo esquerdo foram mantidos no
mesmo fixador por 48 horas, processados e depois incluidos em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O material foi seccionado com espessura de 3
e 5um e processados para estudo em microscopia de luz. Os cortes foram corados

com H-E, tricrbmico de Masson e vermelho de Picro Sirius.

3.5 Morfometria

Cinco imagens digitais ndo consecutivas de aorta toracica por animal foram
adquiridas (formato TIFF, 36-bit color, 1280x1024 pixels) com camera LC Evolution
acoplada ao microscopio Olympus BX51 e analisadas com o software Image-Pro
Plus, versao 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA).

A tunica média (TM) foi definida como a regido delimitada pelas laminas
elasticas interna e externa. Quatro medidas por imagem foram obtidas a 0, 90, 180 e

270 graus para determinar a espessura da TM, respeitando os limites citados acima.

3.6 Estereologia

Como o miocardio é uma estrutura anisotrépica, o coracdo foi clivado de
acordo com o método do Orientator (76, 77).

O ventriculo esquerdo (VE) foi seccionado, inicialmente, em um plano
aleatdrio. A face desta primeira seccao foi apoiada em uma superficie plana e uma
nova seccao foi realizada, também de maneira aleatoria e ortogonal ao primeiro
plano, criando uma segunda face de corte. Novamente, apoiada nesta nova face,
uma terceira seccao ortogonal foi feita garantindo assim cortes aleatorios
uniformemente isotrépicos, isto €, sem levar em consideracao a orientacao inicial do

material (77).
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O material passou pelos procedimentos de rotina do laboratério de
processamento e coloragdo. A microtomia para o VE foi realizada com cortes de
5um de espessura.

Para analise do miocardio, foram considerados os cardiomiécitos (cmi) e o
intersticio cardiaco (levando em consideracdo artérias intramiocéardicas, aim, e o
tecido conjuntivo, tc). Os parametros estereoldgicos foram analisados considerando
apenas estruturas bem preservadas e que ndo tocavam a area proibida (78).

Foram avaliados os seguintes parametros estereol6gicos:

a) Densidade de volume de cardiomiécitos (Vyv[cmi]), de artérias
intramiocardicas (Vy[aim]) e de tecido conjuntivo (Vy[tc]): Vv = Pp/Pt (%)(Pr € 0
ponto que toca a estrutura, Pt é o nimero total de pontos teste).

b) Densidade de comprimento de artérias intramiocardicas
(Lv[aim]):Lv=2Qa (mm/mm?) (Qa é a densidade de vasos sanguineos por area)

C) Area transversa de cardiomiocitos (A[cmi]): A=Vy/Ly(um?2)

Nas contagens, foi utilizado o sistema-teste com 36 pontos e com uma area
teste de 2500 umz (77).

Para a determinacdo do numero total de nucleos de cardiomiocitos (N[cmi])
utilizou-se o método do Disector Optico (79) definido como dois planos (look-up e
look-down) paralelos separados por uma distancia de 3 um (que representa 1/4 a 1/3
do comprimento do nucleo de cardiomiocito). Foram quantificados os nucleos que
apareciam em um dos planos dentro da area teste sem tocar a linha proibida e que
nao apareciam no outro plano, utilizando objetiva planacromatica de 100x com 6leo
de imersao em microscopio equipado com eixo-Z motorizado.

a) Densidade de numero de nucleos de cardiomidcitos do VE:

Ny = Qa/e.Ar (1/mm?) (e é a espessura do disector e Ar corresponde a area-
teste).

b) Numero total de cardiomidcitos do VE: N = Ny. Ve (Vye volume do VE

obtido pelo Scherle).
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3.7 Imuno-histoquimica

Cortes de aorta em parafina (5um) foram incubados com anticorpo primario
de receptor AT1 de angiotensina Il (Santa Cruz Biotechnology, cddigo sc-579,
California, EUA) a 4°C overnight. As laminas foram lavadas com tampao fosfato
salino (PBS). Anticorpo biotinilado (K0679, Universal DakoCytomation LSAB+ Kit,
Peroxidase) foi utilizado como anticorpo secundario e a reacao foi detectada pela
reacdo com complexo biotina-estreptavidina-peroxidase. Imuno-reacao positiva foi
identificada apds incubacdo com 3,3" diaminobenzidine tetrachloride (K3466, DAB,
DakoCytomation) e contra corado com hematoxilina de Mayer.

3.8 Analise Estatistica

Os dados serdao mostrados como Meédia + DP. Nos casos em que foi
confirmada a homocedasticidade das variancias, a comparacao entre os grupos foi
feita pelo teste de variancia one-way com pos-teste de Tukey. Caso contrario,
diferencas foram testadas com teste Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Em todos
os casos foi considerado o nivel de significancia de 0,05 (80). Todas as analises e
graficos foram feitos utilizando o programa de andlise estatistica GraphPad Prism

versao 4.03 para Windows (GraphPad Software, Sdo Diego, California, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Citologia vaginal e massa uterina

Como determinado pela citologia vaginal, ao final do experimento, os animais
dos grupos Sham e 2K1C estavam ciclando normalmente por todas as fases do ciclo
estral, enquanto os animais dos grupos OVX e OVX+2K1C permaneciam no diestro
ou proestro (Fig.1)

A relagdo massa uterina/massa corporal variou de 1,85 + 0,67 mg/g (média +
DP) no grupo Sham ou 2,17 + 0,86 mg/g no grupo 2K1C (diferenca nao significativa)
para 0,33 = 0,06 mg/g no grupo OVX ou 0,80 £ 0,36 mg/g no grupo OVX+2K1C.
Comparado ao grupo Sham, a relacdo massa uterina/massa corporal diminuiu mais

de 80% no grupo OVX (P<0,001) e mais de 55% no grupo OVX+2K1C (P<0,05)
(Fig.2).

4.2 Pressdao arterial

No inicio do experimento, ndo havia diferenca significativa de presséao arterial
sistélica entre os grupos 123,5 + 2,1mmHg (média dos grupos). Comparado aos
valores iniciais de cada grupo, os valores finais foram praticamente os mesmos no
grupo Sham, 14% maior no grupo OVX (P<0,05) e 35% maior nos grupos 2K1C e
OVX+2K1C (P<0,01) (Fig.3).
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Figura 1 — Fotomicrografias do esfregago vaginal realizado na Gltima semana do experimento. A,
Estro; B, Proestro; C, Metaestro; D, Diestro. Os animais dos grupos Sham e 2K1C apresentaram a
citologia vaginal das fases A, B, C e D. Os animais dos grupos OVX e OVX+2K1C s6 apresentaram
as fases B e D.
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Figura 2 — Relacdo massa uterina/massa corporal (mg/g). Valores representados em média + desvio
padrdo. OVX — ratos ooforectomizados, 2K1C — ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos assinalados
significativos, P<0,05.
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Figura 3 — Alteracdo da presséo arterial sistélica (mmHg) da primeira semana de experimento para a
Ultima semana. A primeira coluna refere-se a primeira semana e a segunda coluna, a Ultima semana
do experimento. Valores representados em média * desvio padrdo. OVX — ratos ooforectomizados,
2K1C —ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos assinalados significativos, P<0,05.
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4.3 Remodelamento cardiaco

A hipertrofia cardiaca foi mensurada por dois parametros: a relacdo massa do
VE/comprimento da tibia e A[cmi]. A relacdo massa do VE/comprimento da tibia ndo
foi estatisticamente diferente entre os grupos Sham e OVX ao final do experimento.
Entretanto, comparado ao grupo Sham, a relacdo aumentou significantemente nos
outros grupos (mais de 25% no grupo 2K1C e cerca de 40% no grupo OVX+2K1C)
(Fig.4).

Os valores da A[cmi] seguiram a mesma tendéncia, com um aumento em
torno de 40% nos grupos com hipertensdo renovascular (2K1C e OVX+2K1C),
entretanto n&o foi observado diferencga entre os grupos Sham e OVX (Fig.5).

O proximo parametro apresentado € importante, pois informa sobre a
vitalidade miocardica. A vascularizacéo intramiocardica do VE foi mensurada pela
relacéo [aim]/[cmi]. NOs observamos que todos os grupos foram diferentes do grupo
Sham com reducdo em torno de 30% da relacdo [aim]/[cmi], entretanto ndo houve
diferenca significativa entre os grupos OVX, 2K1C e OVX+2K1C (Fig.6).

O componente miocardico nédo contratil (intersticio cardiaco, Vy[tc]) mostrou
uma tendéncia contraria a encontrada na relacao [aim]/[cmi]. O V\[tc] aumentou
mais de 45% nos grupos 2K1C e OVX+2K1C comparado ao grupo Sham, porém, a
diferenca entre os grupos Sham e OVX néo foi significativa (Fig.7).

O maior numero de ndcleos de cardiomiécitos (N[ncmi]) no VE foi encontrado
no grupo Sham. O N[ncmi] foi gradualmente menor nos outros grupos em relacéo ao
grupo Sham. No grupo OVX, esse numero foi 18% menor, no grupo 2K1C, 37%, e
no grupo OVX+2K1C a quantidade de nucleos de cardiomiécitos do VE diminuiu
42%. Nos ultimos dois grupos, o N[ncmi] foi menor que o grupo OVX, sendo 23%
menor no grupo 2K1C e 29% menor no grupo OVX+2K1C. Nao houve diferenca
entre os grupos 2K1C e OVX+2K1C (Fig. 8).
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Figura 6 — Relacdo artérias intramiocardicas (aim)/cardiomiocitos (%). Valores representados em
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4.4 Aorta

A espessura da tanica média da aorta (TM) variou de 90,4 + 11,6 um no grupo
Sham e 98,87 £ 6,1 um no grupo OVX (sem diferenca significativa) para 120,5 +
15,6 pum no grupo 2K1C e 117,4 £ 18,7 um no grupo OVX+2K1C. Comparado ao
grupo Sham, a TM aumentou em torno de 30% nos grupos 2K1C e 2K1C+OVX
(P<0,05) (Fig. 9).

Imunomarcacgédo positiva para receptor AT1 da angiotensina Il foi observada
em células musculares lisas da tunica média da aorta em todos os grupos. Devido
aos limites metodologicos que existem, a quantificacdo da expressdo destes
receptores nao foi realizada no presente estudo (Fig.10).
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Figura 9 — Fotomicrografias da parede da aorta toracica. Coloragdo Tricromico de Masson. A, Sham;
B, OVX; C, 2K1C; D, OVX+2K1C. Barra medindo 30um.
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Figura 10 — Fotomicrografias da parede da aorta toracica. Imuno-histoquimica para receptor AT1 da
angiotensina Il. A, Controle negativo; B, Sham; C, OVX; D, 2K1C; E, OVX+2K1C. Barra medindo
50um.
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5 DISCUSSAO

Ratos com menopausa induzida cirurgicamente associada ou nao com
hipertenséo renovascular, fornecem um modelo experimental para entender como
estas condi¢gbes alteram a estrutura cardiovascular. Os resultados sugerem que a
ooforectomia e a hipertensao renovascular (2R1C) séo fatores independentes para o
aumento da presséo arterial em ratos. A hipertensado renovascular € mais importante
gue a ooforectomia, influenciando na elevacdo da presséo arterial e somente nos
ratos 2R1C ndés observamos grandes alteracbes no remodelamento cardiaco como
hipertrofia cardiaca e fibrose intersticial.

A estimativa do niumero de nucleos de cardiomiocito no ventriculo esquerdo
foi reduzida nos ratos ooforectomizados, mas extremamente reduzida nos ratos com
hipertensédo renovascular. Quanto a ooforectomia e a hipertensdo renovascular
aparentemente estas afetaram a vascularizacdo miocardica de forma independente,
nao sendo observado uma adicdo da reducdo da vascularizacdo miocardica ou
aumento da espessura da parede da aorta, nos ratos OVX+2K1C.
Consequientemente, os relatos previamente descritos na literatura de que o0s
horménios ovarianos podem influenciar na inducéo de hipertensao renovascular (81)
nao pbde ser confirmado no presente estudo.

Nosso grupo estudou a menopausa induzida cirurgicamente em ratos
geneticamente hipertensos (SHR), animais que apresentam niveis baixos de renina
plasmatica (82, 83) diferentemente de animais 2K1C. Nosso grupo também estudou
ratos tratados com enalapril (um inibidor da enzima conversora da angiotensina) (84)
e também animais espontaneamente hipertensos submetidos a um protocolo de
atividade fisica (85). Em consequéncia a estes tratamentos, nds observamos
melhora, principalmente, da densidade da vascularizacdo, reducdo da fibrose
intersticial e perda de cardiomiécitos apés administracdo de enalapril e nos animais
exercitados. A estimulacdo da angiogénese pela inibicdo da ECA (86), assim como
os diferentes mecanismos envolvidos na hipertensdo nos animais SHR e 2K1C
poderiam explicar as diferencas encontradas entre esses estudos.

Estudos epidemiologicos prévios tém limitacdes significativas e ndo podem
ser extrapolados para a relacdo entre os fatores de risco cardiovasculares e a idade

da menopausa numa mulher individualmente. A auséncia de heterogeneidade na
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idade de desenvolvimento da menoupasa em diferentes ambientes de risco
cardiovascular sugere, entretanto, que o efeito dos fatores de risco cardiovasculares
sobre a idade de menopausa é modesta ha maior parte dos casos (87).

Nossos achados experimentais concordam com os estudos realizados no
nordeste da Italia, incluindo mais de 11.000 dados da populagédo em geral e cobrindo
um intervalo de idades de 18 a 95 anos. Nesta populagédo, a menopausa nao teve
nenhum papel preditivo e foi rejeitado como risco nas equacdes multivariadas, sendo
0 risco cardiovascular explicado pela idade e pressao arterial (ambas maiores na
menopausa do que nas mulheres em idade fértil)(88).

A explicacdo da influéncia da menopausa sobre a presséo arterial vista no
presente estudo, poderia ser que depois da menopausa, a pressao arterial viria ser
sodio-sensivel, padréo possivel devido ao envelhecimento das paredes dos vasos a
respeito da modificacado do perfil hormonal sexual (89). A sensibilidade ao sodio &
associada ao aumento do risco de desenvolver hipertensdo e doenga
cardiovascular.

Apés a menopausa, a deficiéncia de estrogénio promove um desequilibrio
entre ON e Ang ll, resultando num disturbio renal do controle de sédio, estresse
oxidativo e hipertensao, particularmente em mulheres propensas geneticamente (1).

O fator chave do controle da relacdo pressdo—natriurese ¢ o SRA. A
possibilidade de o androgénio aumentar a pressao arterial via SRA é explorado, e a
possibilidade que o SRA também promove o estresse oxidativo que leva a producéo
de substancias vasoconstrictoras e reducdo da disponibilidade de ON tem sido
proposta (90).

Noés distinguimos a expressdo de receptor AT1 da Ang Il em células
musculares lisas da tinica média da aorta em todos 0s grupos. Isto concorda com
relatos prévios sobre células musculares lisas vasculares de animais 2K1C (91).
Entretanto, o papel da Ang Il parece ser menos importante na elevacdo da PA
associada a menopausa. Em camundongos fémeas knockout para o receptor
follitropina (FORKO, follitropin receptor knockout female), a andlise por
immunoblotting mostrou que a expresséao de receptor AT1 estava reduzida em 40%,
comparado com o camundongo controle selvagem. Este resultado foi associado com
diminuicdo dos niveis de Ang Il circulante em FORKO comparado ao grupo controle.
Os camundongos FORKO apresentam aumento da PA, remodelamento vascular e

atenuacdo da resposta vascular a Ang Il, sugerindo que a sinalizacdo vascular da
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Ang Il esta suprimida em camundongos FORKO fémeas e que a Ang Il pode néo ter
um papel importante na elevagdo da presséo arterial neste modelo de menopausa
associada a hipertenséo (92).
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6 CONCLUSAO

A ooforectomia e a hipertenséo renovascular agem independentemente sobre
a pressao arterial, com consequente remodelamento cardiaco adverso. A
hipertensdo renovascular € um fator mais importante que a menopausa induzida

cirurgicamente no mecanismo de alteracdo da presséao arterial.

o A menopausa cirurgica promove aumento da pressao arterial com as

seguintes repercussodes sobre o coragao:

a. diminui¢@o da vascularizac¢do intramiocardica, e
b. perda de cardiomiocitos do ventriculo esquerdo.
o A hipertensao renovascular promove maior aumento da presséo arterial

gue a menopausa cirargica e os mesmos efeitos adversos sobre a remodelagem
miocardio, e mais:
C. aumento da fibrose cardiaca, e

d. hipertrofia da tunica média da aorta.
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Summary

Menopause and hypertension independently alter cardiovascular remodelling, but
lictle is known about their effect on left ventricular and aortic wall remodelling,.
Eight-weeks-old Wistar rats were divided into four groups of six animals each: Sham
group, OVX group (ovariectomized rats), 2K1C jtwo-kidneys, one-clip rats) and
OVX + 2K1C group and kept until 19 weeks. Blood pressure (BP) increased 12% in
OVX group, 35% in 2K1C and OVX + 2K1C groups compared with sham group.
Vaginal cvtology showed Sham and 2K1C rats cyveling normally, whereas OVX and
OVX + 2K1C rats were persistently in dioestrus or proestrus. At euthanasia, left
ventricle (LV) and thoracic aorta were removed and analysed (immunohistochemistry
and stereology). LV massftibia length ratio and cross-sectional area of cardiomyo-
cvtes increased in all groups except Sham. The intramyocardial vascularization
reduced 30% in comparison with Sham group, with no difference among OVX,
JKIC and OVX + 2K1C groups. The cardiac interstitium increased more than 45%
in both 2K1C and OVX + 2K1C groups compared with Sham, but there was no sig-
nificant difference berween Sham and OVX groups. Nuclei number of LV cardiomy-
ocyte diminished in OVX group, followed by 2K1C group and OVX + 2K1C group,
with no difference between the 2K 1C and the OVX + 2K1C groups. There was pos-
itive immunostaining for angiotensin I1 AT1 receptor in smooth muscle cell laver of
aortic tunica media in all groups. These results show that both ovarieccomy and
renovascular hypertension enhance BP as a single stimulus and therefore produce
adverse cardiac remodelling. However, renovascular hypertension exerts a far greacer
influence than surgically-induced menopause in this parameter.

Keywords
adverse cardiovascular remodelling, experimental study, ovariectomy, renovascular
hy pertension, stereology
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Menopause and high blood pressure (BP) cause postmeno-
pausal alterations and associated cardiovascolar and renal
diseases, with little being understood in this relationship o
provide adequate preventive and therapeutic strategies (Her-
nandez Schulman & Raij 2006). In younger, premenopausal
women BP is lower than age-matched men, however, the
prevalence of hypertension is higher in older women (Dubey
et al. 2002), Gender differences in components of the renin-
angiotensin system (RAS) have been shown w exist and may
play a erucial role in BP control. For mstance, plasma renin
activity is significantly higher in men than in women, and
is higher in postmenopausal ws. premenopausal  women
(Fisman et al. 2002). Varying changes in oestrogenfandrogen
ratios activate RAS and improve endothelin and oxidative
stress in postmenopaosal women (Staessen ef al. 1998, Rec-
kelhoff 2004). There are more pronownced effects in cardio-
system  for surgically-induced
menopause  (artificial  menopaose)  than  for
menopause women [Mercuro et al. 2004; Atsma et al. 2006).
Hypertension is one of the most important risk factors for
cardiovascular disease (Chobanian et af. 2003) and a world-
wide public health problem (Franklin 2001). Hypertensive

vascular women  with

natural

heart disease incledes myocyte and non-myocyte growth
causing adverse structural remodelling of the intramural cor-
onary vasculature and mateix, accounting for increased risk
of adverse cardiovascular events (Weber 2001). In experi-
mental renovascular  hypertension (two-kidneys, one-clip,
2K1C in rat), left ventricular (LV) hypertrophy occurs
rapidly and is characterized by marked cardiac remodelling
and substantial cardiomyocyte loss (Buzello er al 2003).
However, the relative contribution of renovascular hyper.
tension ps. menopausal status in the development of cardio-
vascular diseases in woman remains unclear (Gierach e all
2006). The present study was undertaken to investigate
experimentally the combined effects of these two cardiovas-
cular risk factors, on the adverse cardiovascular remodelling.

Methods

Antmals and procedures

Twenty-four female Wistar rats (8-weeks old) from colonies
maintained at the State University of Rio de Janeiro (hrepd
www.lmme.uerpbr) were used in this study. Animals were
divided into four groups of six animals each: Sham group,
OVX group, 2K1C jrats were operated to perform the
Goldblate 11 model of hypertension, ‘two-kidneys, 1-clip”)
and OVX + 2K1C.

Rats were individually howsed in temperature-controlled
121 = 1°C) and humidity-controlled (60 = 10%) room sub-
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mitted to a 12 h-darkflight cyele {aruficial Lights, 6:00 am.—
6:00 pan.) and to air exhavstion cycle (15 min/h). Rars were
given standard chow (Nuvital, Nuvilab, Parana, Brazil) in
accordance with the standard recommendations for rodents
in the maintenance state [AIN-93M) (Reeves et al. 1993).
The body mass and the systolic BP were verified weekly. BP
was measured through the non-invasive method of tail-cuff
plethysmography in consciows rats (Letica LE 5100; Panlab,
Barcelone, Spain).

All procedures were carried out in accordance with the
conventional guidelines for experiments with animals (NHI
Publication Mo, 85-23, revised 1996). The experimental
protocols vsed in this study were approved by the local

Committee for Animal Experimentation (Protocol Number
CEA/95/2005).

Surgical procedures

At 8 weeks of age, rats of groups OVX and OVX + 2K1C
were anesthetized (xylazine 5 mglkg plus ketamine 50 mglg
ip.) and underwent ovariectomy as previously described
(Margues et al. 2008). The stress factor undergone by the
rats in the previous surgery was contrasted in groups Sham
and 2K1C who underwent simple anaesthetization and
manipulation. All groups completely recuperated by 11-
weeks old, when they were anesthetized again (same proce-
dures as the first), the abdomen was opened by a ventral
midline incision and the left renal artery was exposed and
carefully dissected. Then, in groups 2K1C and OVX 4+ 2K1C
a silver clip (0,20 mm internal gap) was placed around the
left renal artery, resulting in partial occlusion of renal perfu-
sion, while the right kidney was not disturbed.

The cytology of vaginal smears, was studied ar the 1%th
week to estimate the efficiency of the ovariectomy causing
surgical menopause, and uterus mass was measored after
killing for the same purpose.

Euthanasia

At the end of the experimental period (19-weeks old), the
animals were deeply anaesthetized (1L.p. sodium pentobarbic-
al). Thorax was then opened and vascular sysiem was per-
fused with a constant pressure (90 mmHg, Minipuls 3,
Gilson, Villiers le Bel, France) through the LV with fixative
(freshly prepared 1.27 mol/l formaldehyde in 0.1 M phos-
phate buffer, pH 7.2). The heart and a segment of the thor-
acic aorta near the first intercostal branch were excised and
fixated with the same fixative solution for 24 h at room tems-
perature. The volume of the LV (plus the imerventricular
septum) was measured by the submersion method (Scherle
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1970). The length of the left tibia was measured from the
condyles o the tip of the medial malleolus with a caliper
rule. This measure was wsed to correct the LV mass (Yin
et al. 1982).

Maorphometry

Aorta rings were embedded in Paraplast plus (Sigma-Aldrich
Cao., 5t Louis, MO, USA), sectioned (3 pm) and stained with
haematoxylineosin, Five non-consecutive digital images per
animal  were acquired ([TIFF format, 3é-bit  colour,
1280 = 1024 pixels) with a LC Evolution camera and an
Olympus BX51 microscope and analysed with imace-pro
prLus version 5.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA) The tunica media (TM) was defined as the
region delimited by the ner and external elastic laminas.
Four measures per image were obtained at 0, 20, 180 and
270 degrees to determine the TM thickness.

Aorta circumferential wall tension and tensile stressing

Circumferential wall tension (CWT) was caleulated by La-
place’s law according to the following formula: CWT =
Mean blood pressure (MBF) x (internal diameter (1D)/2),
where CWT is expressed in dynefem, MBP in dynesfcm® and
I in em (Carallo er al. 1999) and result was muoluplied by
a factor of 1.28 (the shrinkage factor after Paraplast embed-
ding) (Mandarim-de-Lacerda 1991). Tensile stress (TS) was
computed as TS = CWT/TM, where TS is expressed in
dynelem® and TM incm (Carallo et al. 1999).

Stereology

The volume density (Vv) was estimated by point counting
for cardiomyocytes (cmy) and intramyocardial arteries (ima):
Vv[structure]: = PplstrecturelPy (P is the number of points
that hit the stroctore and Prois the total test points). The
amount of intramyocardial vascularization was estimated as
Vvlimal/Vvlemy] ratio. The mean cross-sectional area of
cardiomyocytes  was  estimated  as  Alemy]: = Vvlemy)/
2.Qufemy] pm® (Qulstructure]: = Nstructure)/ Ay being N
the number of cmy profiles counted in the test frame and At
the test frame area, considering the forbidden line and its
extensions) (Mandarim-de-Lacerda 2003).

To estimate the number of cmy noclel (cmyn) we used the
“disector” method with two parallel sections creating a samp-
ling volume (Sterio 1984; Crue-Orive 8 Weibel 1990).
Briefly, the numerical density (Nv) of cmyn (number of
cmyn per mm’) was determined from 10 random disector
pairs for each animal, being defined as Nv[emyn]: =

@ 2007 The Authors

52

Menapanse and renovascular bypertension 303

O [emyn]ft. Ap, were (7 represents the number of profiles of
cmyn counted in the test frame on the reference section. The
total number of cardiomyocyte nuclel in the LV (N{cmyn])
was estimated as the product of Nv[emyn] and the LV vol
wime measured previously.

Semiquantitative immunobistochemical analysis

Paraplast sections (5 pm) from the aortic rings were incuba-
ted with antisera against Ang 1 ATTR (Sama Croz Biotech-
nology, code sc-579, CA, USA) at 47°C overnight. The
sections were rinsed with phosphate-buffered saline. A hiot-
inylated antibody (KD679; Universal DakoCyromation LSAB
+ Kit, Peroxidase; Glostrup, Denmark) was used as a secon-
dary antibody detected by reaction with horseradish peroxis
dase—streptavidin-biotin complex. Positive immunoreaction
was identified after incubation with 3,3 diaminobenzidine
tetrachloride (K3466, DAB, DakoCytomation) and counter-
staining with Mayer haematoxylin, Ang 11 AT1R expression
was classified by investigator wsing a semiquantitative scors
ing system (0, no expression; 1, weak expression; 2, moder-
ate expression; 3, strong expression).

Diata analysis

Data are shown as mean = SD. In the cases that we could
confirm  homocedasticity  of the vanances, comparisons
among groups were made by one-way anova followed by
post boe vest of Tukey, otherwise differences were tested
with Kruskal-Wallis test and post boe test of Dunn. Interac-
tions  between menopause and renovascular  hypertension
were tested by two-way anova. In all cases, a level of 0.05
was considered as stavistically significamt (Zar 1999). All
analyses and graphs were performed using GRAPHPAD PRISM
version 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Results

Vaginal cytology and wterns mass

Ag determined by vaginal eytology, Sham and 2K1C ras
were cycling normally, whereas OVX and OVX + 2ZK1C rats
were persistently in dioestrus o proestrus. Ovariectomy
strongly reduced uterus mass in both ovarectomized groups.
The uterus mass/body mass ratio varied from 1.85 = 0.67
mglg in Sham growp or 2.17 = 0.86 mglg in the 2K1C group
o significant difference) to 0.33 = 0.06 mgfg in the OVX
group or .80 = 0.36 mglg in the OVX + 2ZK1C group. In
comparison with Sham group, werus massibody mass ratio
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decreased more than 30% in OVX group (P < 0.001) and
more than 55% in the OVX + 2K1C group (P < 0.05).

Blood pressure

There was no difference of BP among the groups at the
beginning of the experiment (123.5 = 2.1 mmHg). Com-
pared with the initial valees in each group, the final values
found were practically the same in the Sham group, 12%
higher in the OVX group (P < 0.05), 35% higher in both
the 2K1C and OVX + 2K1C groups (P < 0.01). Interactions
were observed between menopawse and renovascular hyper-
tension with bigger influence of renovascular hypertension
(P = 00001, two-way anova) (Figure 1).

Cardiac remodelling

The cardiac hypertrophy was measured by two parameters:
LV massitibia length ratio and Aflcmy]. The LV massiibia
length ratio showed no significant difference between the
Sham and the OVX groups ar the end of the experiment.
However, compared with the Sham group this ratio
ncreased significantly in the other groups, being more than
25% higher in 2ZK1C group, and almost 40% in the

THY =
[a] = matched Sham

[&]) = matched week 1

d [e] = matched 0¥V [=][b](c]

[a][bllc]

160

(allb]

-~
=]
i

Blood pressure (mmHg)

120 <

100 =

Sham oV KL

OYX=2K1C

Figure1 Systolic blood pressure alteration at the beginning
[frst week shown in the Arst bar, #1) and at the end (11th week
shown in the second bar, #11) of the experiment. OVX, ovari-
ectomized rats; 2K10C, two-kidneys, one-clip rats. In signalled
cases, when compared, ' = 0.05, if: [a] when compared with
matched Sham group, [b] with 11th week, [¢] with matched
OV group.
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Sham L5154 D OVE+PKAC

-

Figure2 Left ventricle mass-to-tibia length ratio. OV, ovari-
ectomized rats; 2K1C, two-kidneys, one<lip rats. In signalled

cases, when compared, P < 0.05, i [a] when compared with
Sham group, [b] with OVX group.

OVX + 2K1C group (Figure 2). The Alcmy] valves followed
the same tendency, an increase of around 40% in both
groups 2K1C and OVX + 2K1C when compared with the
Sham group, whereas there was no difference between Sham
and OVX groups (Figure 3).

The LV ntramyocardial vascularization was measured by
the [ima)fcmy| ratio to determine the myocardial virality.
The [ima)f|cmy] rato showed no difference among OVX,
2K1C and OVX + 2ZK1C groups, however, they all had
equivalent reduction of around 30% compared with the
Sham group. The [ima)/|emy] ratio was influenced by meno-
pause and renovascular hypertension (P < 0.05, two-way
anova) (Figure 4). The Vy[int] increased by more than 45%
in both groups 2ZK1C and OVX + 2K1C compared with the
Sham group, but with no significant difference berween
Sham and OVX groups (Figure 5).

The greatest N[cmyn] was found in the Sham group and,
for the other groups it was gradually less than the Sham
group. In the OVX group it was 18% less, in the 2K1C
group it was 37% less and in the OVX + 2K1C group it
was 42% less. The N[cmyn] was 23% less in the 2K1C
group and 29% less in OVX + ZK1C group than in the
OVX group, but no difference was observed berween the
2K1C and the OVX + 2K1C groups (Figure 6).
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Figure3 Mean cross-sectional area of cardiomyocytes, OV,
ovariectomized rats; 2K1C, two-kidneys, oneclip rats. In Figure 5 Volume density of myocardial interstitiom, OVX,
signalled cases P« 0.05 when compared with Sham group. ovariectomized rars; 2K1C, rwo-kidneys, one-clip rats. In

signalled cases I' < 0,05 when compared with Sham group.
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Figure4 Intramyecardial arteries-to-cardiomyocytes ratio. OVX, ovariectomized rams; 2K1C, two-kidneys, one-clip rats. In
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25 -

[a] = Sham
[b] = VX
el 20
2.0 4
1.5 -
—
1.0 4
0.5 -
00 "
Sham OVX 2KIC OVX+  Sham OVX 2KIC OVX+
2K1C 2K1C
CWT (10" dynes/cm) TS (107 dynes/cm?)

Figure8 Mean aortic circumferential wall tension and aortic
tensile stress. OVX, ovariectomized rats; 2K1C, two-kidneys,
one-clip rats. In signalled cases, when compared, I < 0.05, if:
[a] when compared with Sham group, [b] with OVX group.

Aorta

The aortic TM thickness varied from 904 = 11.6 pm in
Sham group or 98.87 = 6.1 pm in the OVX group (no signi-
ficant difference) to 120.5 = 15.6 pm in the 2K1C group or

Figure 7 Photomicrographs of the
aorta wall showing full expression of
the angiotensin II AT1 receptor in the
tunica media smooth muscle cells in all
rat groups (same magnification, immu-
nostain to AT1 receptor). A, negative
control; B, Sham group; C, OVX group;
D, 2K1C group; E, OVX + 2K1C
group.

1174 = 18.7 pm in the OVX + 2K1C group. Compared
with Sham group, aortic TM thickness increased around
30% in both the 2KIC and 2KI1C + OVX groups
(P <0.05). Two-way anova did not indicate interaction
between menopause and renovascular hypertension in this
parameter.

There was positive immunostaining for Ang II ATIR in
smooth muscle cell layer of the aortic TM in all groups (Fig-
ure 7) with the following estimated scores: Sham group,
score 13 OVX group, score 2; and both the 2K1C and
OVX + 2K1C groups, score 3.

Compared with the Sham group, the CWT level was 50%
greater in both the 2K1C and OVX + 2K1C groups
(P <0.001) and 20% greater in OVX group (P < 0.001).
Menopause and renovascular hypertension interacted with
CWT level mainly renovascular hypertension (75%,
P <0.01, two-way anova). The TS was 15% greater in
2KI1C group then in Sham group (Figure 8).

Discussion

Rats with surgically-induced menopause associated or not
with renovascular hypertension, provide an experimental
model to understand how these conditions alter the car-
diovascular structure. Renovascular hypertension in 2K1C

© 2007 The Authors
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rats resulted in cardiac remodelling, with alterations such
as greater cardiac hypertrophy  and  interstitial  fbrosis.
Consequently its influence upon BP elevation was maore
noticeable than that caused by ovariectomy. The estimated
LV nuclei cardiomyocyte number was greatly reduced in
2K1C operated rats, but much less in ovariectomized rats.
Owariectomy and 2K1C surgery can affect myocardial vas-
cularization independently. Therefore, the reported induc-
tion of 2K1C hypertension may be influenced by ovarian
hormones (Okuniewski ef al. 1998), was not confirmed in
the present study.

Our group has studied surgically-induced menopasse in
genetically hypertensive rats (SHR), which normally show
low renin plasmatic levels (Morrs & Kenyon 1982; Watan-
abe et al. 1983) differently from 2K1C animals. In cats trea-
ted with enalapril (an  anglotensin converting  enzyme
ithibitor) there was marked improvement of intramyocardial
vascularization density (Santos et al. 2004). The other rats
were exercise-trained, and in both cases there was reduction
of interstitial fibrosis and cardiomyocyte loss with improved
myocardial vascularizavion (Marques e all 2006). There are
different mechanisms involved in the improved angiogenesis
by ACE inhibition, as the background to SHE is genetic and
it 2K1C animals is surgical.

In the causal relationship berween cardiovascular nsk
factors and menopausal age there are significant limitations
i previous epidemiological studies, where the lack of het-
erogeneity in menopaosal ages in markedly differemt cardio-
vascular  risk  environments  suoggests  the  effect  of
cardiovascular risk factors on menopausal age is, at most,
slight (Bittner 2006). In population studies conducted in
Morth East Iraly, including =11,000 subjects with ages ran-
ging from 18 to 95 years, where menopause had no predic-
tive role and was rejected from the multivariate equations
of sk, cardiovascular risk was indicated by age and BP
{both higher in menopaosal than in ferule women) [Casiglia
et al. 2002),

The BP influence after menopause, could be explained by
increased salt sensitivity, due to ageing, as well as to the
modification of sex hormone profile (Pechere-Bertschi &
Burmier 2004). This salt sensitivity of BP is associated with
an increased risk for the development of hypertension and
cardiovascular disease. After menopause, oestrogen defici-
ency promotes an imbalance between nitric oxide (NO) and
Ang 1L resulting in the disturbance of renal sodium hand-
ling, oxidative stress and hyperension, particularly in gen-
etically prone women (Herandez Schulman & Raij 2006).
The key factor in controlling the pressure-natrivresis rela-
tionship is the RAS. The possibility that androgens increase
BP via the RAS and also promoting oxidative stress leading
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to the production of vasoconstrictor substances and redue-
ton in NO - availability has been proposed (Reckelbhoff
2001).

A significantly greater improvement was observed in car-
diovascular disease risk factors in postmenopauvsal women
incorporating 30 g of soy protein and 4 g of phytosterols
per day than with a standard therapy (Lukaczer et af. 2006).
Phytosterols play a role in oxdative stress, reducing BP,
improving endothelial function and raising levels of eNOS
(Mahn e al. 2005). On the other hand, experimental eviden-
ces confirmed that aortic eNOS expression is significantly
diminished in ovarectomized mice nstead of the control
ones (Guo et al, 2006).

It this study, the source of lipid adopred in the chow was
soybean oil in a small content (40 g/Kg of chow) to reach
the need of n-3 and n-6 for rodents as suggested in the AIN-
93 M (Reeves et al. 1993). Therefore, this chow is free of
phytooestrogens.

There was distinet Ang 11 AT1 recepror expression in
smooth muscle cells of the aortic TM in all owr groups,
agreeing with previous reports of 2K1C animal vascular
smooth muscle cells (Navar et al. 1999). The groups with
renovascular hypertension showed more pronounced Ang 11
ATIR immunostaining in the aortic TM in comparison with
OVX and sham groups.

Enhanced NOS expression and NO-mediated compensa-
tory responses in K10 animal peripheral arteries suggest
that endogenowus NO system activation plays a role in bufi-
ering the maintenance of hypertension caused by overexpres-
sion of ATIRs (Lazartigues et all 2004). However, in BP
elevation associated with menopause, the Ang Il role is less
important. In follicopin receptor knockout female (FORKO)
mice vascular AT1 recepror content, assessed by immuno-
blotting, was reduced by 40% compared with wild-type
mice. This was associated with decreased circulating Ang 1l
levels in FORKO ps. control mice. FORKO mice have
mcreased BP, vascular remodelling, and atenuated vascular
responses to Ang 11 suggesting that vascular Ang 11 signalling
is down-regulated in female FORKO mice, and Ang II has a
diminished role in BP elevation in this menopavse-associated
hypertension model (Javeshghani o al. 2003).

In conclusion, the resulis obtained in this experimental
study allow us to conclude that both ovariectomy and reno-
vascular hypertension enhance BP as a single stimulus and
therefore produce adverse cardiac remodelling. However,
renovascular hypertension exerts a far greater influence than
surgically-induced menopause in this parameter in rats. Ren-
ovascular hypertension is much greater than ovariectomy in
being responsible for cardiomyocyte loss, resulting in earlier
heart failure.
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